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Cosa succede quando una radiazione elettromagnetica 

interagisce con la materia?

parte della radiazione può essere assorbita

Può variare la velocità della radiazione

(tutti i materiali hanno un indice di rifrazione!!!)



La regione spettrale di interesse per la 

spettroscopia UV-Vis copre l’intervallo 

3x1014 Hz – 3x1016 Hz

1000nm     – 10nm

che corrisponde a valori di energia in 

grado di provocare transizioni 

elettroniche.

Questo tipo di spettroscopia trova 

applicazioni sia in assorbimento che in 

emissione.



Normalmente, le molecole hanno 

molti stati eccitati elettronici, 

così l’intero spettro di 

assorbimento, anche di una 

molecola biatomica, è più 

complicato di quello in figura.

GG
Gli spettri di emissione molecolari sono di norma estremamente più 

complicati.









Quando in una molecola sono presenti due o più cromofori in 

coniugazione diretta tra loro si assiste ad un marcato effetto 

batocromico/ipsocromico quasi sempre accompagnato da un effetto 

ipercromico/ipocromico attribuibile alla maggiore/minore facilità della 

transizione elettronica. 

Effetto dei sostituenti /della coniugazione







• Transizioni conformazionali !

Uso frequente della spettroscopia UV-visibile



Legame peptidico



Banda 210-220 nm             transizione n→π*             debole
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Assorbimento se e solo se:
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Legame peptidico









A=Atyr+Atrp+Aphe= lc = ntyr tyr+ ntrp trp+ nphe phe



Assorbimento a 190-200 nm

(legame peptidico)



Transizione conformazionale

coil        

Il fenomeno può essere usato nello studio dei processi di denaturazione e rinaturazione, 
sfruttando i diversi coefficienti di assorbimento, per determinare  quantitativamente le 
frazioni di forma nativa e denaturata.





Il legame del colorante Coomassie Brilliant Blue G- 250 alle 

proteine provoca uno spostamento del massimo di assorbimento 

del colorante da 465 nm (rosso) a 595 nm (blu) in soluzioni 

acide 



• Tale colorante forma forti complessi non covalenti con le proteine
tramite interazioni elettrostatiche con gruppi aminici e carbossilici e
tramite forze di van der Waals

• Il colorante è preparato come soluzione stock in acido fosforico

• Il metodo è un semplice procedimento costituito da un unico passaggio in
cui il colorante è aggiunto ai campioni e si determina l’assorbanza a 595
nm

• La quantità di colorante che si lega è proporzionale alla quantità di proteina
presente in soluzione, pertanto l’intensità del colore blu (e dunque
l’assorbimento) è proporzionale alla concentrazione proteica. In genere
quantità uguali di proteine differenti legano la stessa quantità di colorante
→ il saggio è indipendente dal tipo di proteina

•

Saggio di Bradford



VANTAGGI

• Semplicità di preparazione del reattivo

• Sviluppo del colore immediato

• Stabilità del complesso

• Elevata sensibilità (fino a 22 µg/ml)

• Il  saggio è  compatibile con la maggior parte dei tamponi comuni,degli agenti
denaturanti come guanidina·HCl 6M e urea 8 M e dei preservanti come sodio azide

SVANTAGGI

• Il reagente colora le cuvette ed è piuttosto difficile da rimuovere

• La quantità di colorante che si lega alla proteina dipende dal contenuto in 
aminoacidi basici → ciò rende difficile la  scelta di uno standard

• Molte proteine non sono solubili nella miscela di reazione acida

Saggio di Bradford











Effetto ipocromico !          



L’ipercromicità viene utilizzata per 

seguire le transizioni 

conformazionali in funzione della T

=260 nm
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più elevate



L’energia di stacking in una doppia 
elica dipende dal contenuto in C-G e 
dalla sequenza !



Tm
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Sorgente 

luminosa

luce non polarizzata

Filtro polarizzatore

Piano della

luce polarizzata

Luce  polarizzata: 

Luce che vibra in un 

solo piano (il vettore 

campo elettrico)

L’attività ottica



Polarimetro

Sorgente 

luminosa

Filtro polarizzatore

Piano della

luce polarizzata

Tubo contenente

il campione

Filtro ruotante

Consente di stabilire la rotazione

del piano della luce polarizzata

Un enantiomero è un composto otticamente attivo







La legge di Biot del potere rotatorio specifico delle 

soluzioni determina la dipendenza della rotazione dalla 

concentrazione della sostanza otticamente attiva:

dove l è il cammino ottico (in dm) della cella in cui è 

contenuta la soluzione e c è la concentrazione in g/ml.

La relazione che lega il potere rotatorio alla temperatura è 

invece:

dove t è la temperatura in °C e n una costante di temperatura 

caratteristica per ciascuna sostanza.

Polarimetria



VIDEO ANIMAZIONI  DI  OTTICA

http://cddemo.szialab.org/



α = 1800/ λ (nL - nR) 

essendo λ la lunghezza d’onda della luce incidente. In pratica si misura la rotazione specifica [α ] 

definita dalla relazione:

[α ] = α 100/ lc

Dove α è misurato in gradi, l in decimetri e c in grammi di sostanza otticamente attiva disciolta in 

100 mL di soluzione.





DICROISMO CIRCOLARE



Spettroscopia di dicroismo circolare

• Il fenomeno del Dicroismo Circolare (CD) si osserva quando un

campione otticamente attivo assorbe in maniera differente la luce

circolarmente polarizzata destra da quella circolarmente polarizzata

sinistra.

• La differenza di assorbimento è piccola (generalmente 0.0001) che

corrisponde ad una ellitticità di pochi centesimi di grado.

• Spettri CD relativi a strutture secondarie diverse di peptidi, acidi

nucleici e polisaccaridi sono diversi e quindi questa tecnica dà

informazioni sulla struttura secondaria di macromolecole biologiche.

File sulla polarizzazione della luce





Dicroismo circolare: il segnale rilevato

• Il Dicroismo circolare è la differenza tra la luce destra e 

sinistra circolarmente polarizzata ed è misurata in 

funzione della lunghezza d’onda

• La differenza tra l’assorbimento a destra e quello a

sinistra dà il dicroismo circolare



• La differenza di assorbanza  AL-AR è molto piccola

(generalmente di circa 0.0001 unità di assorbanza)

• Necessita di apparato di rivelazione molto sensibile ecco 

perché uno strumento CD è più costoso di uno UV/VIS

• Questa differenza si misura in ellitticità molare r

CD:  unità di misura e sensibilità







Banda 210-220 nm             transizione n→π*             debole

Banda 190 nm                  transizione π →π *         forte
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Assorbimento se e solo se:
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N.B.

Una struttura ad elica (a-elica proteica ma anche

pseudoelica di polisaccaridi, doppia elica DNA, ...) ha

due motivi chirali: l’elica stessa e i singoli

amminoacidi che contengono almeno un carbonio

asimmetrico (unica eccezione la glicina).



coronene esaelicene





Lo spettro CD

Un cromoforo chirale, ma anche un cromoforo NON CHIRALE CHE SI TROVI IN

UN INTORNO CHIRALE, può assorbire le luci polarizzate circolarmente destra

e sinistra in maniera diversa, cioè con assorbanze AD ed AS (e quindi anche

assorbanze specifiche molari D ed S) diverse.

Uno spettro CD è un grafico del dicroismo circolare:

o del dicroismo circolare molare:

 = R- S

in funzione della lunghezza d'onda. Uno spettro CD assomiglia quindi ad un

normale spettro UV, ma A e  possono anche assumere valori negativi.

Naturalmente la relazione tra A e  è ancora la legge di Lambert-Beer:

 A =  l c

dove l è il cammino otico (in cm) e C è la concentrazione molare.

A= AS-AD



Di solito il dicroismo circolare è espresso sotto forma di ellitticità molare.

Se la radiazione incidente sul campione è polarizzata linearmente, all'uscita del

campione le due componenti hanno intensità diverse e la radiazione diventa

polarizzata ellitticamente.

L'ellitticità  è definita come un angolo la cui tangente è uguale al rapporto tra

l'asse minore ed asse maggiore dell'ellisse, e va da 0° per una luce polarizzata

linearmente a 45° per una luce polarizzata circolarmente.

tan  =b/a

Tuttavia poiché la differenza di assorbanza è sempre molto piccola, anche l'angolo

 assume sempre valori piccoli (si possono misurare ellitticità di 1/1000 di grado),

ed è quindi approssimativamente proporzionale alla concentrazione. Si può allora

definire una ellitticità molare []:

dove l è espresso in dm e c è la concentrazione

decimolare, ossia espressa in moli per 100 ml (o

dmol/L).

 
cl 


=

tan  =b/a







La conformazione ad a-elica è la più comune in molte proteine soprattutto

quelle globulari.

Uno spettro CD di un polipeptide ad a-elica è tipicamente caratterizzato da

una banda negativa a 222 nm dovuta alla transizione n-π* e da una banda

negativa a 208 nm e una positiva a 198 nm relativa all’exciton coupling delle

transizioni π-π* del peptide.
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[]
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a-elica



Le misure CD di polipeptidi con struttura secondaria di tipo β sono complicate

dalla scarsa solubilità del peptide stesso nel solvente solitamente utilizzato

per la misura e dalla possibilità che esistano catene parallele o anti parallele.

In genere lo spettro CD mostra due assorbimenti uno positivo a 195 nm e uno

negativo a 216 nm, di comparabile intensità.
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[]



Foglietto b



Le strutture secondarie definite β-turn sono quelle in cui la catena peptidica

va incontro ad una inversione della sua direzione.

Le strutture di questo tipo sono tipicamente presenti in polipeptidi ciclici

ricchi di residui di prolina.

Gli spettri CD di queste strutture secondarie sono molto meno informativi dei

precedenti e possono essere a secondo dei casi simili a quelli dei peptidi a

conformazione di foglietto pieghettato o ad α-elica
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b-turn



Wavelength, nm
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I contributi sono additivi
–Si può determinare il contributo della struttura a
elica, della b a pieghe  e del “random coil” mediante 
misure CD del peptide in soluzione



• N.B. il progressivo cambiamento a 222 con 

l’incrementare della struttura a elica

—— chemotripsin (~tutta b) 

—— lisozima ( a & b) 

—— triosefosfate isomerasi 

(perlopiù a e poco b) 

—— mioglobina (a)



La struttura della subtilisina ottenuta da dati CD e calcoli 

al computer è in accordo con la struttura trovata da dati di 

diffrazione di raggi X

La subtilisina è un enzima 

proteolitico

58% helix

26% sheet

16% coil





75

• CD signals for GCN4-p1
O'Shea et al. Science (1989) 243:538

figure 3: 34M GCN4-p1 in 0.15M NaCl, 
10mM phosphate pH 7.0
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• 100% di elica a 0oC 

• Diventa random coil 

aumentando la T

Gli spettri CD dipendono dalle condizioni
La temperatura è il parametro più critico



Lo spettro del collagene

Collagene  

destrutturato

Collagene 

nativa (elica)
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(coeff. di regressione R)










